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 O desenvolvimento de um novo sistema de liberação de fármacos com base 
em membranas de celulose bacteriana (CB) revestidas com filmes nanoestruturados 
é apresentado. Neste trabalho, foi realizada a deposição de múltiplas camadas dos 
biopolímeros quitosana e alginato pela técnica de Layer-by-Layer (LbL) sobre 
membranas de CB modificadas quimicamente por carboxilação com o reagente 
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO). O processo de alteração da estrutura 
química das cadeias de celulose foi confirmado por análises de infravermelho e 
espectroscopia fotoeletrônica de raios X, ao passo que o estudo da interação da 
membrana modificada frente aos polímeros foi efetuado com o auxílio de filmes 
ultrafinos: modelos de CB modificados com reagente TEMPO foram submetidos ao 
processo de LbL sob acompanhamento em tempo real de microbalança de cristal de 
quartzo e elipsometria. Os ensaios revelaram que a superfície carboxilada é capaz 
de adsorver uma quantidade maior da camada inicial de quitosana (-105±1,5 Hz/ 
14,1±0,8 nm) em comparação à interface de CB (-6,0±0,2 Hz/ 11,0±2,4 nm), além de 
permitir a formação de multicamadas mais espessas e com maior massa, 
comprovando que a modificação química lhe confere maior afinidade em relação aos 
polímeros. A deposição polimérica foi efetuada sobre as membranas por duas 
metodologias distintas de LbL, imersão e spray, e subsequentemente avaliadas por 
microscopia de força atômica e fluorescência confocal à laser. Os resultados 
exibiram a presença de pequenos agregados nodulares para a amostra nebulizada e 
uma deposição mais homogênea e regular para a membrana imersa nas soluções 
poliméricas, porém em ambas as amostras a adsorção ocorre sobre a superfície das 
fibras que compõe a membrana. Assim, é possível observar que a organização e 
arquitetura molecular diferem de acordo com a forma de interação, gerando 
recobrimentos com diferentes morfologias. Na última etapa do trabalho avaliou-se a 
capacidade da membrana modificada em interagir com a proteína fator de 
crescimento epidermal (EGF) através de adsorção em meio estático e liberá-la a 
partir de sistemas revestidos pelas metodologias de spray e imersão, 
compreendidas na técnica de LbL. Os resultados exibiram uma incorporação de 
10,3±0,7% em 24 horas, revelando que a membrana apresenta uma grande 
capacidade de imobilização do EGF por um período de tempo prolongado de até 96 
horas. Os ensaios de liberação exibiram uma liberação gradual da proteína em até 
30 horas, de maneira que o grupo controle apresentou a liberação de mais de 85% 
do total incorporado, ao passo que as amostras revestidas atingiram um máximo de 
25% no mesmo período de tempo avaliado. Portanto, um sistema capaz de carrear a 
proteína EGF e, simultaneamente, efetuar interações de natureza eletrostática com 
polímeros carregados opostamente foi descrito. O sistema gerado apresenta a 
capacidade de controlar a liberação do fármaco incorporado por um período 
prolongado de até 30 horas, apresentando grande utilidade para tratamento de 
queimaduras e processos de cicatrização. 
 







 The development of a new drug delivery system based on bacterial cellulose 
(BC) membranes coated with nanostructured films is reported.  In this work we 
introduce a multilayer deposition of chitosan and alginate by the Layer-by-Layer 
(LbL) technique on modified BC membranes by carboxylation with 2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyl-1-oxyl (TEMPO) radical. Cellulose modification was confirmed 
by infrared analysis and X-ray photoelectron spectroscopy, whereas the evaluation of 
polymer interaction towards the modified membrane was performed with ultrathin 
films: TEMPO modified BC model films were submitted to LbL and the process was 
followed in real time by crystal quartz microbalance and ellipsometry, revealing that 
the carboxylated surface adsorbs an increased amount of chitosan as the first layer (-
105±1.5 Hz/ 14.1±0.8 nm) in comparison with BC interface (-6.0±0.2 Hz/ 11.0±2.4 
nm), apart from enabling the build-up of greater and thicker multilayers that testifies 
the enhanced interaction provided by the chemical modification. LbL deposition onto 
membranes was performed by two distinct methodologies, dipping and spray, 
subsequently analyzed by atomic force microscopy and confocal laser scanning 
microscopy that revealed the presence of nodular aggregates for the sprayed 
sample, where a more regular and flat deposition for dipped samples though polymer 
adsorption occurs exclusively on top of membrane fibers. Therefore, it is possible to 
observe different molecular architectures and organizations degrees by LbL 
methodology, each leading to a flatter or greater deposition. In the last part of this 
work, we studied the modified membrane ability to interact with the protein epidermal 
growth factor (EGF) trough adsorption in a static medium and release through 
systems coated by the LbL technique of spray and dipping. Results exhibited the 
immobilization of approximately 10.3±0.7% of protein uptake in a prolonged period of 
time until 96 hours. Protein releasing experiments revealed a gradual protein release 
until the period of 30 hours. The control group lost more than 85% of total 
incorporated protein, while the coated samples reached a maximum release of 25% 
in the same time interval. Therefore we describe an EGF delivery system able to 
simultaneously interact with oppositely charged polyelectrolytes and releasing it in a 








LISTA DE FIGURAS 
 
 
FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DEPOSIÇÃO DE MÚLTIPLAS 
CAMADAS UTILIZANDO A TÉCNICA DE LAYER-BY-LAYER ................................... 6 
FIGURA 2 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA REAÇÃO DE SILILAÇÃO E 
REGENEÇÃO DA TMSC COM ÁCIDO CLORÍDRICO. ............................................ 12 
FIGURA 3 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA QUÍMICA DO 
ALGINATO ................................................................................................................ 13 
FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA QUÍMICA DA 
QUITOSANA ............................................................................................................. 15 
FIGURA 5- PERFIL CROMATOGRÁFICO DE ELUIÇÃO DO ALGINATO DE SÓDIO.
 .................................................................................................................................. 31 
FIGURA 6- PERFIL CROMATOGRÁFICO DA ELUIÇÃO DA QUITOSANA BRUTA E 
PURIFICADA. ............................................................................................................ 33 
FIGURA 7 - A) PERFIL DA TITULAÇÃO POTENCIOMÉTRIA DA QUITOSANA E B) 
PRIMEIRA DERIVADA. ............................................................................................. 34 
FIGURA 8- TENSÃO SUPERFICIAL PARA O ALGINADO DE SÓDIO E PARA A 
QUITOSANA. ............................................................................................................ 35 
FIGURA 9- ESPECTRO DE FTIR PARA OS BIOPOLÍMEROS ................................ 37 
FIGURA 10 - OXIDAÇÃO CATALÍTICA COM REAGENTE TEMPO ........................ 38 
FIGURA 11- ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (FTIR) DAS MEMBRANAS EM 
ESTUDO. .................................................................................................................. 39 
FIGURA 12- ESPECTRO DE XPS DE BAIXA RESOLUÇÃO ................................... 40 
FIGURA 13- ESPECTRO DE ALTA RESOLUÇÃO DO XPS PARA O CARBONO ... 40 
FIGURA 14 - IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA DAS 
MEMBRANAS ........................................................................................................... 42 
FIGURA 15 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DOS FILMES ULTRA-FINOS .... 43 
FIGURA 16 - ESPECTRO DE XPS DE BAIXA RESOLUÇÃO .................................. 46 
FIGURA 17- ESPECTRO DE XPS DE ALTA RESOLUÇÃO DO CARBONO  PARA 
AS AMOSTRAS DE FILMES FINOS DE CELULOSE47 





-FIGURA 19- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO ACOMPANHAMENTO EM 
TEMPO REAL DO PROCESSO DE OXIDAÇÃO DA CELULOSE BACTERIANA .... 49 
FIGURA 20- PROCESSO DE LBL UTILIZANDO CELULOSE BACTERIANA E 
MULTIPLAS CAMADAS DE QUITOSANA E ALGINATO, ANALISADO POR QCM E 
ELIPSOMETRIA ........................................................................................................ 52 
FIGURA 21- IMAGENS DE AFM PARA AS AMOSTRAS  DE CELULOSE E 
MULTIPLAS CAMADAS DE QUITOSANA E ALGINATO DEPOSITADAS SOBRE OS 
SENSORES DE QCM. .............................................................................................. 54 
FIGURA 22- ESPECTRO DE INFRAVERMELHO PARA AS MEMBRANAS 
REVESTIDAS COM BIOPOLÍMEROS ...................................................................... 56 
FIGURA 23- IMAGENS DE AFM DAS MEMBRANAS REVESTIDAS POR LBL ....... 57 
FIGURA 24- IMAGENS DA MEMBRANA DE CB OXIDADA REVESTIDA COM 
QUITOSANA CONJUGADA COM O GRUPAMENTO ISOTIOCIANATO DE 
RODAMINA (RITC) ................................................................................................... 58 
FIGURA 25- AVALIAÇÃO DA CITOXICIDADE DA CELULOSE E DERIVADOS 
PELO MÉTODO DE DIFUSÃO EM ÁGAR ................................................................ 59 
FIGURA 26- INCORPORAÇÃO DO EGF NAS MEMBRANAS DE CELULOSE 
OXIDADAS EM FUNÇÃO DO TEMPO ..................................................................... 61 
FIGURA 27- IMAGENS DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCÊNCIA À 
LASER DE MEMBRANAS DE CELULOSE E CELULOSE COM EGF CONJUGADO 
COM FITC. 62 
FIGURA 28- PERFIL DE LIBERAÇÃO CUMULATIVO DO EGF INCORPORADO 




LISTA DE TABELAS 
 
 
TABELA 1 – VALORES DA TENSÃO SUPERFICIAL DOS LÍQUIDOS EM ESTUDO 
( ) E SEUS RESPECTIVOS COMPONENTES: LIFSHITZ-VAN DER WAALS 
( ), ÁCIDO-BASE ( ) E ELETROM DOADOR ( ) E ACEITADOR 
( ). ....................................................................................................................... 26 
TABELA 2 - CRITÉRIOS PARA CARACTERIZAÇÃO DO GRAU DE 
CITOTOXICIDADE EM ENSAIOS DE DIFUSÃO EM ÁGAR .................................... 29 
TABELA 3 - VALORES DE MASSA MOLAR, POLIDISPERSÃO, RAIO DE GIRO, 
RAIO HIDRODINÂMICO, VISCOSIDADE INTRÍNSECA E CONSTANTE DE MARK-
HOUWINK PARA A QUITOSANA BRUTA, PURIFICADA E ALGINATO .................. 32 
TABELA 4 - VALORES DO POTENCIAL- Ζ PARA OS POLÍMEROS ALGINATO E 
QUITOSANA EM ESTUDO ....................................................................................... 36 
TABELA 5 - ÁREAS RELATIVAS DO ESPECTRO DE ALTA RESOLUÇÃO DE C1S 
DA CELULOSE (CB) E CB OXIDADA COM TEMPO ............................................... 41 
TABELA 6 -  VALORES DE ÂNGULO DE CONTATO () E ENERGIA LIVRE DE 
SUPERFÍCIE ( ) SEGREGADAS EM COMPONENTES DISPERSIVOS DE 
LIFSHITZ-VAN DER WAALS ( ), E POLARES ÁCIDO ( ) E BASE ( ) DE 
LEWIS PARA AS AMOSTRA DE CELULOSE BACTERIANA (CB)  E A MEMBRANA 
OXIDADA (OCB). ...................................................................................................... 44 
TABELA 7 - CARACTERÍSTICAS DA ÁREA NORMALIZADA (%) E ENERGIA DE 
LIGAÇÃO (EV) PARA ESPECTROS DE ALTA RESOLUÇÃO DE C1S DA 
CELULOSE BACTERIANA REGENERADA, OXIDADA 5 MINUTOS E 4 HORAS, 
RESPECTIVAMENTE. .............................................................................................. 47 
TABELA 8 - RMS (NM) OBTIDOS DAS IMAGENS DE AFM (4µMX 4µM) PARA 
TODAS AS AMOSTRAS ANALISADAS. ................................................................... 55 
TABELA 9 - VALORES DA CONSTANTE DE VELOCIDADE, % EGF MÁXIMO 





LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
 
-AFM: microscopia de força atômica 
-ATR: refletância total atenuada 
-CAC: concentração de agregação crítica 
-CAD: concentração de adsorção interfacial 
-CB: celulose bacteriana 
-C1s: espectro de XPS para o carbono 
-DMAc: dimetilacetamida 
-DMEM: meio Eagle modificado de Dulbelcco 
-EGF: fator de crescimento epidermal 
-ELS: energia livre de superfície 
-FTIR: espectroscopia de infravermelho 
-Hz: hertz 
-FC: fator de crescimento 
-FITC: isotiocianato de fluoresceína 
-GPC: cromatografia de exclusão estérica 
-HDMS: hexametildisilazano 
-HPSEC: cromatografia de exclusão estérica de alto desempenho 
-HPLC: cromatografia líquida de alto desempenho 
-LbL: Layer-by-Layer 
-LALS: detector de espalhamento de luz a 7º 
-Mw: Massa molar ponderal média 
-Mw/Mn: índice de polidispersão 
-NMO: N-óxido de N-metilmorfolina 
-OCB: celulose bacteriana oxidada 
-PAA:polialilamina 
-PEI: polietileno-imina 
-PSS: poliestireno sulfatado 
-QCM: microbalança de cristal de quartzo 
-RALS: detector de espalhamento de luz a 90º 
-RITC: isotiocianato de rodamina 




-RPM: rotações por minuto 
-TMSC: trimetilsililcelulose  
-TEMPO:2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil 
-VEGF: fator de crescimento vascular 
- :energia livre total de superfície  
- : componente de interação deLifshitz-van der Waals 
- :componente de interação ácida de Lewis  
- :componente de interação básica de Lewis 
















1  INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 1 
1.1  OBJETIVO GERAL ............................................................................................... 3 
1.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................. 3 
2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ................................................................................... 4 
2.1  SISTEMAS DE LIBERAÇÃO ................................................................................ 4 
2.2  AUTOMONTAGEM OU LAYER-BY-LAYER ......................................................... 5 
2.3  CELULOSE BACTERIANA ................................................................................... 7 
2.4  MODELOS DE CELULOSE ................................................................................ 10 
2.5  ALGINATO .......................................................................................................... 12 
2.6  QUITOSANA ....................................................................................................... 14 
2.7  FATORES DE CRESCIMENTO ......................................................................... 16 
2.8  FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGF) .............................................. 17 
3  MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................... 18 
3.1  PURIFICAÇÃO ................................................................................................... 18 
3.1.1  Polímeros ..................................................................................................... 18 
3.1.2  Purificação e Caracterização da Quitosana ................................................. 18 
3.1.3  Determinação do Grau de Desacetilação da Quitosana .............................. 19 
3.1.4  Cromatografia de Exclusão por tamanho de Alta Performance (HPSEC) .... 19 
3.1.5  Análises de Tensiometria e Condutividade .................................................. 20 
3.1.6  Determinação do Potencial zeta .................................................................. 20 
3.2  MODIFICAÇÃO QUÍMICA E CARACTERIZAÇÃO DAS MEMBRANAS DE 
CELULOSE BACTERIANA ....................................................................................... 20 
3.2.1  Celulose Bacteriana ..................................................................................... 20 
3.2.2  Modificação Química da Membrana de Celulose Bacteriana ....................... 21 
3.2.3  Análises por Espectroscopia de Infravermelho (ATR-FTIR) ......................... 21 
3.2.4  Espectroscopia Fotoeletrônica por raios X (XPS) ........................................ 21 
3.2.5  Microscopia de Força Atômica (AFM) .......................................................... 22 
3.3  FILMES ULTRAFINOS DE CELULOSE E DESENVOLVIMENTO DE MODELO 
DE CELULOSE OXIDADA ........................................................................................ 22 
3.3.1  Modelo de Celulose ...................................................................................... 22 




3.3.2.1  Acompanhamento em tempo real do processo de oxidação com 
reagente TEMPO ............................................................................................ 23 
3.3.2.2  Deposição de polímeros pelo método de Layer-by-Layer (LbL) sobre 
as superfícies nativa e oxidada ...................................................................... 24 
3.3.3  Elipsometria ................................................................................................. 24 
3.3.4  Ângulo de Contato ........................................................................................ 25 
3.4  REVESTIMENTO POLIMÉRICO SOBRE A MEMBRANA DE CELULOSE 
BACTERIANA OXIDADA .......................................................................................... 26 
3.4.1  Métodos de deposição de camadas ............................................................. 26 
3.4.1.1  Método de Imersão ......................................................................... 27 
3.4.1.2  Método de Nebulização por Spray .................................................. 27 
3.4.1.3  Microscopia Confocal de Fluorescência .......................................... 27 
3.4.2  Ensaio de toxicidade .................................................................................... 28 
3.4.3  Incorporação e cinética de liberação da proteína EGF ................................ 29 
4  RESULTADOS ...................................................................................................... 31 
4.1  DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLAR MÉDIA-PONDERAL, RAIO DE GIRO E 
HIDRODINÂMICO, VISCOSIDADE INTRÍNSECA, CONSTANTE DE MARK-
HOUWINK E POTENCIAL ZETA .............................................................................. 31 
4.1.1  Determinação do grau de desacetilação quitosana ..................................... 33 
4.1.2  Determinação da Concentração de Agregação Crítica (CAC) dos polímeros 
e do Potencial zeta (ζ) ............................................................................................... 34 
4.1.2.1  Tensiometria ................................................................................... 34 
4.1.2.2  Potencial zeta (ζ) ............................................................................. 36 
4.1.2.3  Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) ........................................ 36 
4.2  MODIFICAÇÃO DA MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA COM 
REAGENTE TEMPO ................................................................................................. 37 
4.2.1  Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) ...................................................... 37 
4.2.2  Espectroscopia Fotoeletrônica de raios X (XPS) ......................................... 39 
4.2.3  Microscopia de Força Atômica (AFM) .......................................................... 42 
4.3  ESTUDO DO PROCESSO OXIDATIVO SOBRE FILMES FINOS DE CELULOSE 
REGENERADA E AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO COM OS BIOPOLÍMEROS ......... 42 




4.3.2  Análise de ângulo de contato e cálculo da energia livre superficial ............. 44 
4.3.3  Análises de Microbalança de Cristal de Quartzo (QCM) e Espectroscopia 
Fotoeletrônica de Raios-X (XPS) .............................................................................. 45 
4.3.4  Acompanhamento em tempo real da reação de oxidação ........................... 48 
4.3.5  Deposição por Layer-by-Layer ..................................................................... 51 
4.3.6  Microscopia de Força Atômica (AFM) .......................................................... 54 
4.4  REVESTIMENTO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA OXIDADA 
COM OS BIOPOLÍMEROS ALGINATO E QUITOSANA PELA TÉCNICA DE LBL ... 55 
4.4.1  Deposição dos polieletrólitos pela técnica de LbL ........................................ 55 
4.4.2  Microscopia de Força atômica (AFM) ........................................................... 57 
4.4.3  Microscopia de fluorescência confocal a laser ............................................. 58 
4.4.4  Avaliação da toxicidade ................................................................................ 59 
4.5  INTERAÇÃO DA MEMBRANA OXIDADA COM O FATOR DE CRESCIMENTO 
EPIDERMAL .............................................................................................................. 60 
4.5.1  Incorporação do fator de crescimento epidermal em membranas de celulose 
bacteriana oxidadas .................................................................................................. 60 
4.5.2  Microscopia de fluorescência confocal a laser ............................................. 62 
4.6  CINÉTICA DE LIBERAÇÃO DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL ..... 63 
5  CONCLUSÃO ........................................................................................................ 66 









Fármacos e agentes terapêuticos com composições derivadas de peptídeos, 
proteínas e ácidos nucléicos apresentam curto tempo de meia-vida e efeitos 
colaterais pronunciados(SITTERBERG et al., 2010). Estas características 
indesejáveis levaram à procura de novos sistemas de liberação de fármacos que 
protejam e liberem o princípio ativo em seu sítio de ação Neste contexto, os 
sistemas de liberação são uma forma efetiva de controlar a concentração de 
fármacos no local de ação e aumentar a sua biodisponibilidade (SATO et al., 2011). 
Entre os sistemas de liberação disponíveis, a membrana celulósica de 
origem bacterianaapresenta diversas aplicações clínicas, com resultados efetivos 
nareduçãodo tempo de cicatrização teciduale da contaminação por micro-
organismos,gerando um menor custo no tratamento de ferimentos (SLEZAK et al., 
2004 ). Entre os principais efeitos das membranas celulósicas estão o alívio da dor, 
adesão ao local injuriado, formação de barreira efetiva contra infecções e promoção 
de um menor tempo do tratamento, resultando e maior eficácia terapêutica.  
A celulose bacteriana é um polímero sintetizado em abundância pelo 
Acetobacterxylinum e pertence a uma classe muito promissora de biopolímeros por 
apresentar uma estrutura nano-fibrilar distinta, com grande potencial para ser 
utilizada como matriz em processos de regeneração tecidual e cicatrização(CZAJA 
et al., 2006).  
Entre os processos de controleda difusão de fármacos de membranas de 
celulose bacteriana esta a aplicação de camadas polieletrolíticas produzidas por 
layer-by-layer ou simplesmente LbL (camadasobrecamada), de forma que o controle 
da liberação dependa da arquitetura e espessura das camadas, podendoser 
controlada em escala nanométrica(DECHER, 1997)(AGARWAL et al., 2008). 
As características da membrana de celulose bacteriana referentes à sua 
atividade terapêutica, aliada às suas propriedades físico-químicas, a tornam uma 
potencial candidata a matriz de liberação de fármacos (DENG et al., 2010). Neste 
trabalho, o controle da velocidade de difusão de fatores de crescimento a partir da 




alginato e quitosana, aplicadas com a técnica de LbL, gerando sistemas com alta 
biocompatibilidade.  
Desta maneira, propõe-se um sistema de liberação inédito de 
medicamentos, consistindo em uma membrana flexível com propriedades 
cicatrizantes, apta a carrear um fármaco proteico, o fator de crescimento epidermal, 
utilizado no tratamento de lesões de difícil cicatrização. Além disso, este novo 
sistema apresenta um fino revestimento biopolimérico, com nanocamadas de 








1.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
 Desenvolver e avaliar a formação de sistemas filmes de celulose bacteriana, 
revestidos pela técnica de layer-by-layer, para o controle da cinética de 
liberação proteica.  
 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Caracterizar os polímeros de alginato e quitosana por cromatografia de 
exclusão por tamanho, espalhamento de luz estático e dinâmico, 
viscosimetria, bem como determinação do grau de acetilação da quitosana; 
 Modificar a membrana de celulose bacteriana por carboxilação com reagente 
TEMPO e caracterizá-la quanto à presença de grupamentos carboxílicos por 
espectrometria no infravermelho e espectroscopia fotoeletrônica de raios X; 
 Analisar a interação dos polímeros alginato e quitosana, com filmes ultrafinos 
de celulose bacteriana nativa e modificada, através de microbalança de cristal 
de quartzo e elipsometria; 
  Desenvolver e otimizarmembranasde celulose bacteriana revestidas com 
quitosana e alginato pela técnica de layer-by-layer por imersão e nebulização 
via spray; 
 Analisar as características estruturais e de superfície do revestimento de 
quitosana e alginato por microscopia de força atômica e microscopia confocal 
de fluorescência a laser;  
 Verificar a toxicidade em membranas de celulose nativas, modificadas e 
revestidas com polímeros utilizando o método de difusão em ágar; 
 Analisar as porcentagens deincorporação e liberação da proteínafator de 
crescimento epidermal (EGF) por cromatografia líquidae microscopia confocal 





2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 SISTEMAS DE LIBERAÇÃO 
 
 
Os sistemas de liberação são desenvolvidos através da incorporação de 
agentes terapêuticos em matrizes ou nanopartículas poliméricas biodegradáveis, 
como lipossomas, surfactantes e polieletrólitos, com o objetivo de diminuir a 
degradação do fármaco sofrida in vivo, controlar sua velocidade de difusão deste ou 
promover a liberação controlada do agente terapêutico,no seu local de ação 
(SITTERBERG et al., 2010). Além disso, estes sistemas podem ser desenvolvidos 
para serem sensíveis a temperatura, luz, campos magnéticos e elétricos, bem como 
às variações do pH, sendo estes agentes “gatilhos” para a liberação do 
medicamento em destinos ou momentos específicos(SATO et al., 2011). 
Adicionalmente, a prevenção da degradação de compostos terapêuticos e o controle 
de sua taxa de liberação são propriedades importantes dos sistemas de liberação, 
pois aumentam a efetividade farmacológica e reduzem os efeitos colaterais 
(PAVLUKHINA; SUKHISHVILI, 2011 ) 
Entre os sistemas de liberação já descritos, aqueles que utilizam 
polímerosvem se tornando amplamente difundidos em múltiplas áreas da ciência. As  
principais propriedades destes polímeros dependem de parâmetros como a massa 
molar, comprimento de persistência e densidade de carga em seus grupos 
funcionais, que determinam suas características físicas (DELCEA; MÖHWALD; 
SKIRTACH, 2011).  
Os polieletrólitos compreendem uma classe de polímeros, apresentando 
diversos grupamentos carregados, sendo passíveis de sofrerem influências 
químicas, físicas e biológicas (força iônica, pH, temperatura, luz, ultrassom e 
enzimas) que determinam suas propriedades, tais como biodegradabilidade, grau de 
ionização e transição de fases. A formação de complexos poliméricos com cargas 
opostas é utilizada em processos de formação de multicamadas polieletrolíticas 
(DELCEA; MÖHWALD; SKIRTACH, 2011), obtidas pela técnica de deposição 




2.2 AUTOMONTAGEM OU LAYER-BY-LAYER 
 
 
A técnica de automontagem ou layer-by-layer (LbL) foi inicialmente descrita 
por Decher em 1997 e consiste na deposição de revestimentos poliméricos 
funcionais com diversas estruturas e geometrias sobre substratos carregados 
(PAVLUKHINA; SUKHISHVILI, 2011 ; VILLIERS et al., 2011). A técnica de 
incorporação de diversas camadas de polieletrólitos é baseada na adsorção 
alternada de múltiplas espécies catiônicas e aniônicas carregadas (FIGURA1) 
(ZHANG et al., 2006). A aplicação de cápsulas e filmes polieletrolíticos produzidas 
por LbL pode ser voltada para a liberação prolongada e/ou controlada de fármacos 
(AGARWAL et al., 2008), de forma que a taxa de liberação dos fármacos adsorvidos 
nesses filmes pode ser controlada de segundos a diversas semanas, através da 
alteração da natureza polimérica ou via alterações físico-químicas, como força 
iônica, temperatura ou estimulação eletroquímica (PAVLUKHINA; SUKHISHVILI, 
2011). 
A adsorção de polieletrólitos carregados opostamente provou ser um método 
promissor para o preparo de filmes ultrafinos de espessura controlada nas 
dimensões nanométricas(LVOV et al., 1999; ZHANG et al., 2006). A técnica de LbL 
é adequada para a imobilização de biomoléculas, mantendo a sua atividade 
biológica. Além disso, o LbL é realizado em condições brandas e em meio aquoso. 
Diversos autores demonstram a incorporação de moléculas, como corantes, 
fármacos, proteínas, polissacarídeos (LICHTER; VAN VLIET; RUBNER, 2009), 
enzimas e ácidos nucléicos preservando a sua atividade biológica(ARIGA et al., 
2011). 
A deposição por LbL permite a construção de multicamadas de polieletrólitos 
com diferentes geometrias: em partículas (3D) e filmes finos (2D) (PAVLUKHINA; 
SUKHISHVILI, 2011 ). Altos rendimentos de incorporação de materiais podem ser 
facilmente alcançados através da deposição de camadas (ARIGA et al., 2011). 
O mecanismo de formação de nanocamadas é baseado basicamente em 
atração eletrostática irreversível, que gera adsorção de polieletrólitos em 
concentrações supersaturadas. Esse método requer uma estrutura coloidal pré-
formada, como partículas inorgânicas, células, DNA e agregados 
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O processo do LbL depende da reativação da superfície a cada etapa de 
adsorção (RADTCHENKO et al., 2000), sendo esta uma das desvantagens do 
processo (VILLIERS et al., 2011). As moléculas empregadas para o preparo devem 
apresentar diversos grupos carregados, a fim de prover adsorção estável em uma 
superfície carregada opostamente(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).  
Pode-se utilizar uma grande variedade de poliíons em LbL, incluindo 
diversos compostos de alta biocompatibilidade. Os policátions podem ser 
representados pela polietilenoimina (PEI), polialilamina (PAA), polilisina, quitosana, 
gelatina, amino-dextrana e sulfato de protamina. Os poliânions: poliestireno 
sulfonato (PSS), ácido poliacrílico, sulfato de dextrana, carboximetilcelulose, alginato 
de sódio, ácido hialurônico, gelatina, sulfato de condroitina e heparina (AGARWAL et 
al., 2008; DELCEA; MÖHWALD; SKIRTACH, 2011 ; VILLIERS et al., 2011). 
 A liberação do fármaco depende da degradação polimérica do revestimento. 
O mecanismo ocorre através da erosão controlada das várias camadas dos 
polieletrólitos (VILLIERS et al., 2011). A difusão passiva do fármaco também é um 
mecanismo sugerido (PAVLUKHINA; SUKHISHVILI, 2011 ). Entre os polímeros que 
podem ser utilizados como substratos para a técnica de LbL, e ainda pouco 
explorados industrialmente, encontra-se a celulose bacteriana.  
 
 
2.3 CELULOSE BACTERIANA 
 
 
A celulose é um dos mais importantes componentes estruturais dos 
organismos vegetais e é o polissacarídeo mais abundante no planeta (BAYER et al., 
1998). É encontrada na parede celular de plantas, fungos e algumas algas, sempre 
associada a outros polímeros, como pectinas, ligninas e hemicelulose 
(SAIBUATONG; PHISALAPHONG, 2010). Entretanto, a contaminação com outros 
materiais exige uma etapa de purificação, que pode ocasionar danos estruturais à 
celulose e limitam a sua utilização (SHEYKHNAZARI et al., 2011). Como uma 
alternativa na utilização de materiais, surge a celulose bacteriana como uma fonte 
de celulose livre de contaminantes.   
Algumas espécies bacterianas, relacionadas à espécie Acetobacterxylinum, 




uma rede microfibrilarde celulose cristalina prensada, que provê rigidez à membrana 
(WOUK et al., 1998) e apresenta propriedades únicas, como alta capacidade de 
retenção de água, alta cristalinidade, hidrofilicidade, alta força tensional, pureza e 
rede estrutural ultrafina (CHANG; ZHANG, 2011; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 
2000; WAN et al., 2007). Tais características geram grande potencial de utilização 
para tais membranas, especialmente no uso como matriz em processos de 
regeneração tecidual e cicatrização (CZAJA et al., 2006). 
As bactérias que produzemcelulose incluem os gêneros Acetobacter, 
Rhizobium, Agrobacterium e Sarcina(ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). A celulose 
bacteriana foi descoberta por A.J.Brown em 1886, como um produto da bactéria 
Gluconacetobacterxylinus formada em solução durante a fermentação do 
vinagre(KLEMM et al., 2006;SANI; DAHMAN, 2010).  
A utilização de bactérias para produção da celulose apresenta vantagens 
como o rápido crescimento e a utilização de condições controladas de cultivo 
(ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). A celulose bacteriana é sintetizada em três 
estágios: inicialmente as moléculas de glucose são polimerizadas em cadeias de 
glucanaslineares (ligação glicosídica β-(1→4) entre a membrana externa e interna 
através da enzima celulose sintase(IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). São 
formadas protofibrilas de 10-15 cadeias paralelas de celulose. Em uma segunda 
etapa, diversas protofibrilas são unidas, originando microfibrilas de 2-4 nm de 
extensão. O crescimento das microfibrilas ocorre na superfície celular, a uma taxa de 
2 µm por minuto (BROWN; WILLISON; RICHARDSON, 1976). A terceira etapa 
constitui na formação de fitas de aproximadamente 1000 cadeias de glucanas, com 
20-100 nm através da condensação das unidades de microfibrilas(CASTRO et al., 
2011; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). 
Estruturalmente, a celulose bacteriana é composta de moléculas de D-
glucose unidas por ligações glicosídicas β-(1→4), formando cadeias lineares. A 
geometria da estrutura é determinada pelas ligações de hidrogênio que ocorrem 
entre os grupamentos hidroxila adjacentes, formando fibrilas (ROSS; MAYER; 
BENZIMAN, 1991). 
Uma célula de Acetobacterxylinum pode polimerizar mais do que 200.000 
unidades de glucose por segundo (HESTRIN; SCHRAMM, 1954). No momento em 




microfibrilas. A fibra de celulose produzida por A. xylinum é um produto 
metabolicamente inerte e de alta pureza (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).  
A celulose produzida como membrana gelatinosa pode ser moldada em 
qualquer formato e tamanho durante seu processo de síntese, dependendo da 
técnica de fermentação e condições utilizadas (CZAJA et al., 2006). A espessura do 
filme também pode ser ajustada de acordo com as variáveis: concentração das 
fontes de carbono e nitrogênio no meio de cultivo, temperatura e tempo de 
fermentação (CZAJA et al., 2006; SANI; DAHMAN, 2010). 
A biossíntese de celulose é um processo dependente de oxigênio. No 
estágio inicial de cultivo, ocorre um aumento da população bacteriana pela utilização 
do oxigênio dissolvido no meio, com alta produção de celulose. Quando o oxigênio 
da solução é completamente consumido, apenas as colônias presentes nas 
imediações da superfície mantêm a atividade de biossíntese. Embora ocorra divisão 
celular, a população na superfície não aumenta exponencialmente, atingindo um 
equilíbrio populacional, enquanto que algumas colônias são obrigadas a permanecer 
no fundo do cultivo (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). A taxa de produção 
de celulose pelo A. xylinum é proporcional à taxa de crescimento celular (ROSS; 
MAYER; BENZIMAN, 1991). 
A membrana obtida pode sofrer tratamentos com bases fortes e altas 
temperaturas, que permitem a remoção de células embebidas na rede de celulose, 
sendo possível a obtenção de membranas apirogênicas com baixa toxicidade e 
altabiocompatibilidade(CZAJA et al., 2006). 
As vantagens da celulose bacteriana em relação à vegetal são: alta pureza, 
alto grau de polimerização, alta cristalinidade (70-80%), alto conteúdo de água 
(maior que 99%) e alta estabilidade mecânica (KLEMM et al., 2006);(OSHIMA et al., 
2011). A membrana de celulose produzida é caracterizada por uma estrutura 
tridimensional (FIGURA 2) consistindo de um sistema ultrafino de nanofibras (3-8 
nm), que são uniaxialmente orientadas (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004). 
Diferentemente de celuloses originadas de plantas, a celulose bacteriana não 
apresenta lignina e hemicelulose em sua estrutura (CZAJA et al., 2006)(CASTRO et 
al., 2011). As fibrilas da membrana celulósica são 100 vezes maiores do que a 
celulose presente nas plantas. Esta nano-morfologia resulta em grande área 
superficial que pode adsorver grandes quantidades de água (mais que 200 vezes 




e conformabilidade (CHANG; ZHANG, 2011; CZAJA et al., 2006; NWE; FURUIKE; 
TAMURA, 2010).   
A membrana celulósica é um material que atua como uma eficiente barreira 
física contra infecções externas. Além disso, apresenta poros que permitem 
transferência de antibióticos e outros medicamentos para dentro da ferida (CZAJA et 
al., 2006). A estrutura da celulose bacteriana e seus derivados tem potencial para 
interagir com grandes quantidades de macromoléculas, como proteínas, devido à 
sua grande área de superfície (OSHIMA et al., 2011). 
Uma das primeiras aplicações da celulose bacteriana foi em uma sobremesa 
tipicamente asiática chamada Nata de Coco(KLEMM et al., 2006). A celulose 
bacteriana pode ser aplicada em diversas áreas, como revestimentos e processos 
de cicatrização tecidual (CZAJA et al., 2006; WEI; YANGA; HONGA, 2011), micro-
vasos sanguíneos (KLEMM et al., 2001), enxertos com estrutura tridimensional para 
ossos e cartilagens(GRANDE et al., 2009), diafragmas acústicos, devido à sua 
distribuição uniforme e sua alta resistência à tensão (VANDAMME et al., 1998), 
queimaduras(PIATKOWSKI et al., 2011) e úlceras venosas (SLEZAK et al., 2004 ). 
A membrana celulósica de origem bacteriana também é utilizada em 
diversas aplicações clínicas, apresentando resultados efetivos na diminuição do 
tempo de cicatrização tecidual, redução da contaminação por micro-organismos e 
revelando um menor custo de tratamento (CZAJA et al., 2006; SLEZAK et al., 2004). 
Seus principais efeitos são: alívio de dor, adesão ao local injuriado, formação de 
barreira efetiva contra infecções e promoção de um menor tempo de tratamento. A 
celulose bacteriana controla a liberação de exsudatos do ferimento e provê um 




2.4 MODELOS DE CELULOSE 
 
 
A utilização da celulose em diversos processos e aplicações tecnológicas 
gera a necessidade da compreensão de diversos fenômenos dos quais participa. 




podendo variar em sua rugosidade, grau de polimerização, porosidade e 
composição química(KLEMM et al., 2005).  
O desenvolvimento de superfícies modelo de celulose assegura a formação 
de estruturas com um comportamento interfacial similar à celulose bacteriana, 
possibilitando o estudo de interações, alterações morfológicas e funcionalizações 
(KONTTURI; THUNE; NIEMANTSVERDRIET, 2003a) sobre uma superfície definida 
e passível de sofrer comparações. Superfícies modelo podem ser preparadas como 
filmes ultrafinos e depositadas em diversos substratos através de diferentes técnicas 
(TAMMELIN et al., 2006)(MOHAN et al., 2012b).  
A formação de filmes ultrafinos também permite a utilização de técnicas de 
reconhecimento e avaliação de superfícies extremamente sensíveis, como 
microbalança de cristal de quartzo (QCM), elipsometria, microscopia de força 
atômica (AFM) e espectroscopia fotoeletrônica de raios X (XPS). Dessa maneira, 
fenômenos como interação da superfície de celulose com polieletrólitos(SAARINEN; 
OSTERBERG; LAINE, 2008), digestão enzimática (MOHAN et al., 2011) e 
imobilização de proteínas (ORELMA et al., 2012) podem ser melhor esclarecidos.  
Entre os modelos de celulose já descritos, destacam-se os modelos não-
derivatizados dissolvidos em N-óxido de N-metilmorfolina (NMO), que apresentam 
grande cristalinidade quando depositadas como um filme ultrafino(AULIN et al., 
2009), enquanto que filmes dissolvidos em dimetilacetamida e cloreto de lítio (0,4%) 
demonstram características completamente amorfas. Quando estas soluções são 
depositadas sobre superfícies sólidas através da metodologia de deposição por 
“spin-coating”, observam-se grandes deposições de cloreto de lítio ou NMO 
resistentes a processos de lavagem(KONTTURI et al., 2011). Portanto, a presença 
de interferentes, como cloreto de lítio e dimetilacetamida, além de outros sistemas 
solventes para este material, gera interações não específicas entre as cadeias de 
celulose e o analito de interesse.  
A fim de se promover a formação de cadeias completamente amorfas e com 
poucos contaminantes, um modelo celulósico trimetilsililado foi inicialmente descrito 
por Schuytenet al. (1948) e intensamente utilizado e aperfeiçoado porSchaubet al. 
(1993). Neste modelo, a celulose é dissolvida em dimetilacetamida/cloreto de lítio e 
posteriormente derivatizada com hexametildisilazano (HDMS), sendo assim 
convertida para uma estrutura trimetilsililada (TMSC) que apresenta grande 
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CARMONA, 2007). É obtido principalmente de três espécies: Laminareahyperborea, 
Ascophylumnodosum e, Macrocystispyfera, mas também é encontrado em algumas 
espécies de bactérias como Azotobactervenilandii e várias espécies de 
Pseudomonas(ABRAHAM, 2006). 
 
FIGURA 3- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA QUÍMICA DO ALGINATO 
Subunidades polissacarídicas constituídas por unidades de ácido 
manurônico (M) e ácido gulurônico (G) unidas por ligações glicosídicas 
β14 e α14, respectivamente. 
FONTE: Tam, S. K.; Bilodeau, D. (2011) 
 
Uma das grandes vantagens do alginato reside em sua capacidade de 
formar géis em processos de geleificaçãoà temperatura ambiente, sendo muito 
adequado para a microencapsulação de diversos medicamentos (LIN et al., 2011). 
O alginato apresenta a propriedade de degradar-se em ambientes 
aquosos,viabilizando sua utilização como sistema de liberação. Além disso, também 
é utilizado como imobilizador celular, no qual as células podem proliferar e aderir, 
estendendo a aplicação do alginato para a área de engenharia de tecidos (WANG et 
al., 2003). 
Os alginatos apresentam uma longa história de aplicações biomédicas por 
apresentarem alta biocompatibilidade e por serem biodegradáveis e 
mucoadesivos(LIN et al., 2011). Além disso, os alginatos são hemo-compatíveis, não 
se acumulando em órgãos importantes. São degradados in vitro, e não promovem 
reações do complemento. O alginato de sódio é utilizado em uma grande variedade 
de formulações farmacêuticas tópicas e orais (ROKSTAD et al., 2011).  
As propriedades físicas do alginato polimerizado dependem da sua 
composição estrutural sequencial e tamanho molar dos polímeros. A flexibilidade do 
polímero de alginato em solução aumenta na ordem da disposição das cadeias: 




porosidadee estabilidade são provenientes de alginatos com um conteúdo de ácido 
α-L-gulurônico maior que 70%, e uma média de ligação sequencial deste bloco 
maior do que 15. Para estes polímeros, chamados de “high G”, a força do gel é 
independente do massa molar do alginato (MA et al., 2008; MA, 2011). Enquanto 
que os géis feitos com alto conteúdo de cadeias G apresentam rigidez, os géis com 
pouco conteúdo de G são mais elásticos. Os blocos são similares ou estritamente 
alternados (MMMM, GGGG ou GMGM) e, a quantidade relativa depende da origem 






Outro polímero com importante aplicação em processos de LbL é a 
quitosana. É derivado da quitina, um componente dos exoesqueletos de crustáceos, 
moluscos, insetos, alguns invertebrados e de paredes celulares de alguns fungos e 
algas(JAYAKUMAR et al., 2010). A sua produção é de baixo custo e ecologicamente 
viável (BERGER et al., 2004). É biocompatível e biodegradável, com baixa 
toxicidade, e apresenta atividade antimicrobiana. Caracteriza-se como um 
polieletrólito linear com carga positiva, assim interagindo com superfícies carregadas 
negativamente. Pode ser encontrado em uma grande variedade de formatos, 
diferindo em tamanho (massa molar) e grau de desacetilação. Sua variedade é 
aumentada pelo grande número de modificações químicas que pode sofrer (KEAN; 
THANOU, 2010).  
Estruturalmente, a molécula de quitosana é um copolímero composto de 
unidades de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina presentes em diferentes 
proporções, dependendo do grau de desacetilação. Após o processo de 
refinamento, apresenta uma estrutura cristalina rígida (Erro! Fonte de referência 
não encontrada.) devido a ligações de hidrogênio inter e intra moleculares(KUMAR, 





FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA QUÍMICA DA QUITOSANA 
O polímero apresenta unidades deD-glucosaminae N-acetil-D-
glucosamina. 
FONTE: Lee, L.;Mooney, D. J. (2012). 
 
A quitosana é obtida a partir da desacetilação parcial da quitina sob 
condições alcalinas (NaOH 40% a 120°C durante 1 a 3 horas) ou por hidrólise 
enzimática pela enzima quitina desacetilase(LEE; YUK, 2007). Devido à morfologia 
semicristalina da quitina, a quitosana é obtida através de reações em estado sólido 
(JAYAKUMAR et al., 2010). O processo de desacetilação, também remove proteínas 
e carbonato de cálcio, presentes na carapaça de caranguejos e camarões e fungos 
do gênero Mycelia. A quitina é um polissacarídeo nitrogenado não-elástico, uma das 
principais causas de poluição em áreas costeiras (KUMAR, 2000). 
A quitosana é solúvel em soluções ácidas (menores que pH 6,0) devido a 
protonação do grupamento amino (pKa 6,5), tornando-a um polieletrólito catiônico 
solúvel em água. Por outro lado, o aumento do pH promove a desprotonação do 
grupo amino, levando a quitosana a um estado de insolubilidade em água. Desta 
forma, a solubilidade depende do grau de desacetilação e da massa molar da 
quitosana(DASH et al., 2011; URREAGA; DE LA ORDEN, 2006). 
As aplicações da quitosana compreendem: engenharia de tecidos (DUARTE; 
MANO; REIS, 2010; KUMAR, 2000), cicatrização de ferimentos(ISHIHARA et al., 
2002), excipiente para sistema de liberação (PARK et al., 2010), liberação de genes 
(WANG et al., 2011), membranas (BEPPU et al., 2007) e atividade antimicrobiana 
(KONG et al., 2010). A quitosana é aprovada pelo FDA para o revestimento de 
ferimentos nos Estados Unidos da América, assim como aditivo nutricional no Japão, 
Finlândia e Itália (KEAN; THANOU, 2010). 
As atrações eletrostáticas entre os grupamentos catiônicos amino da 
quitosana e aniônicos de outro polieletrólito são as principais interações que 
permitem a formação de complexos. Este processo exige que ambos os polímeros 




reação só pode ocorrer em valores de pH próximos ao intervalo do pKa dos dois 
polímeros (BERGER et al., 2004).  
 
 
2.7 FATORES DE CRESCIMENTO 
 
 
Os fatores de crescimento (FC) são polipeptídios capazes de gerar 
respostas celulares específicas no ambiente biológico. Tal resposta pode resultar em 
diversas ações celulares, como sobrevivência, migração, diferenciação ou 
proliferação (CHEN; ZHANG; WU, 2010; LEE; SILVA; MOONEY, 2011; YU et al., 
2010). Os efeitos celulares dos fatores de crescimento são multifacetados, 
tipicamente manifestados como: quimiotático, mitogênico, morfogênico, apoptótico, 
metabólico e a combinação de todos estes efeitos (BARRIENTOS et al., 2008).  
Com base na proximidade do local de sua síntese para o local de ação, os 
FC foram classificados como endócrinos (célula alvo é distante), parácrinos (célula 
alvo é próxima) ouautócrinos (célula alvo é justaposta). O termo “fatores de 
crescimento” não reflete exatamente a função destes polipeptídeos em algumas 
situações, como nos casos em queeles promovem a multiplicação celular. Mas o 
termo é em sua natureza histórico, pois muitos destes fatores foram identificados 
com base em sua função. Outros termos usados como sinonímia com FC são 
morfógenos, citoquinas e quimiocinas(TAYALIA; MOONEY, 2009).  
A função principal dos fatores de crescimento é o de controlar o 
remodelamento do microambiente celular, composto pela matriz extracelular, fatores 
solúveis e células vizinhas.Amatriz extracelular apresenta uma importante função no 
detalhamento das atividades celulares por apresentar interação com fatores de 
crescimento e assim, localizar o local de síntese ou degradação(TAYALIA; 
MOONEY, 2009).  
A degradação de fatores de crescimento in vivo pode ocorrer de diversas 
maneiras, incluindo desnaturação, oxidação e proteólise. Exemplos seguem em 
variados casos: ofator de crescimento vascular (VEGF) apresenta tempo de meia 
vida de 30 minutos quando administrado de maneira intravenosa, ao passo 
queTolino,Block e Klarlund (2011)relata que o fator de crescimento epidermal(EGF) 




intestino. Portanto, a sua utilização com finalidade terapêutica exige uma proteção 
contra a sua rápida degradação. Dentre os fatores de crescimento com importante 




2.8 FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGF) 
 
 
O EGF é constituído por uma simples cadeia polipeptídica com 53 resíduos 
de aminoácidos (Massa Molar de 6045g/moL) e apresenta três pontes 
dissulfetointramoleculares(YANG et al., 2005). Foi inicialmente isolado porCohen 
(1962)a partir da glândula submaxilar de ratos. O EGF é um potente mitógeno tanto 
in vitro quanto in vivo, atuando não apenas em células epiteliais, mas também em 
células mesoteliais e endoteliais(JAHOVIC et al., 2004). O fator de crescimento 
epidermal é secretado por plaquetas, macrófagos e fibroblastos, sendo liberado 
após lesões e promovendo aceleração do processo de re-
epitelização(BARRIENTOS et al., 2008) por aumentar a transcrição dos genes k6 e 
k16, que sinalizam para a hiperproliferação de queratinócitos(JIANG et al., 1993).  O 
EGF estimula a síntese de DNA, replicação celular, ativação de DNA e síntese 
protéica em diversos tipos celulares(YANG et al., 2005). Seu efeito em provocar a 
proliferação e queratinização de tecidos epiteliais e acelerar a cicatrização foram 
observados em estudos in vivo com aplicação subcutânea e tópica desde a década 
de 1970(HARDWICKE et al., 2008).  
Assim, o EGF é utilizado como tratamento em queimaduras, promovendo 
processos de cicatrização mais rápidos e efetivos(ALEMDAROGLU et al., 2006; 
JAHOVIC et al., 2004; YANG et al., 2005). Entretanto, é extremamente suscetível ao 
ambiente proteolítico encontrado em úlceras crônicas e queimaduras. Mesmo assim, 
estudos clínicos que efetuaram a aplicação tópica de EGF verificaram um aumento 
da epitelização e diminuição no tempo de tratamento(BARRIENTOS et al., 2008). O 
EGF é rapidamente degradado em queimaduras devido ao aumento da atividade 
enzimática e ao pH ácido encontrados no local. A aplicação de inibidores 
enzimáticos juntamente com o fator de crescimento apresentou resposta mais 













O alginato (Sigma-Aldrich) foi utilizado sem qualquer processo de purificação 
prévia e preparado como descrita por Lee e Mooney (2012), em água ultrapura com 
agitação vigorosa durante 24horas à temperatura ambiente e ajuste do pH para 8,0 
com NaOH 1mol/L. A quitosana (Purifarma Lote: K041120338) foi previamente 
purificada, como descrito no item 3.1.2e solubilizada em ácido acético 0,5 mol/L 
(RINAUDO et al., 2005) por 24h à temperatura ambiente sob constante agitação; o 
seu pH foi ajustado para 4,5 com NaOH 1 mol/L. 
 
3.1.2 Purificação e Caracterização da Quitosana 
 
 
A quitosana foi purificada conforme descrito porRecillaset al (2009) assim, 
5gforamda quitosana comercialforam dispersos em 1L de solução de ácido acético 
0,5 mol/L, seguido de agitação por 24 horas. Posteriormente foi realizada filtração 
através de membrana 0,22 μm (Millipore). A solução filtrada foi centrifugada a 
10.000 g a 40ºC durante 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e neutralizado 
com NaOH 10 mol/L. Uma nova etapa de centrifugação (10.000 g, 40ºC, 30 minutos) 
foi efetuada, e o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado foi adicionado etanol 
99% sob intensa agitação, e a solução foi centrifugada (10.000 g, 4ºC, 30 minutos). 
O precipitado foi coletado, triturado em gral e seco em estufa a vácuo 40ºC. Este 
procedimento foi repetido por 3 vezes.  
A caracterização dos polímeros foi realizada por Espectroscopia de 





3.1.3 Determinação do Grau de Desacetilação da Quitosana 
 
 
A determinação do grau de desacetilação da quitosana foi realizada através 
do teor de grupos amino (NH2) presentes na molécula, utilizando-se o método de 
Broussignac (1968). Para tal, foram dispersas 250 mg de quitosana em 50 mL de 
HCl 0,1 mol/L e deixadas em agitação durante 24h. Posteriormente, a solução foi 
titulada com NaOH 0,1 mol/L. Com os resultados do volume gasto e do pH, foi 
plotado no gráfico dois pontos de inflexão, dos quais foi calculada a primeira 
derivada em relação ao pH, a fim de se determinar os dois picos (V1 e V2) em 
relação ao volume de ácido. O grau de substituição foi determinado pela equação 1: 
 
%NH2 = 16,1 x (V2 – V1) x M/m (eq. 1) 
 
Onde: 
% NH2 = grau de desacetilação da quitosana; 
16,1 = relativo a massa molar da glicosamina; 
V1= corresponde ao 1º pico do gráfico, referente ao volume (mL) de neutralização do ácido forte 
utilizado como solvente (HCl); 
V2 = corresponde ao 2º pico do gráfico, referente ao volume (mL) de neutralização do grupo NH3
+ do 
polímero; 
M = molaridade da base utilizada como titulante; 
m = massa da amostra de polímero em solução (g); 
 
3.1.4 Cromatografia de Exclusão por tamanho de Alta Performance (HPSEC) 
 
 
As soluções aquosas dos polissacarídeos na concentração 1,0-2,5 g/L foram 
filtradas através de membranas de acetato de celulose da marca Millipore, com 
diâmetro médio dos poros de 0,22 µm. Os polímeros foram solubilizados em nitrito 
de sódio 0,1 mol/L contendo 200 ppm de azida sódica para o alginato (LEE; 
MOONEY, 2012) e tampão acetato 0,1 mol/L pH 5,0 para a quitosana (RINAUDO, 
2006). O volume de injeção no cromatógrafo de exclusão estérica foi de 0,5 mL das 
amostras, utilizando um loop de 0,1 mL e contendo colunas SHODEX SB-806M HQ, 
acopladas a um refratômetro diferencial, Viscotek (VE 3210 UV/VIS,), detector de 




ângulo (LALS),Viscotek 270, que promove uma leitura do espalhamento de luz, que 
é captada em diferentes intensidades. 
 
3.1.5 Análises de Tensiometria 
 
 
Os experimentos de tensiometria foram realizados em equipamento 
Dataphysics OCA 15 plus (Filderstadt, Alemanha) pelo método da gota pendente, e 
subsequentemente analisado pelo software SCA20 para determinação da tensão 
interfacial da gota pela equação de Laplace-Young.A gota formada foi deixada em 
equilíbrio por 2 horas para as análises. Foram efetuadas curvas de concentrações 
de 10-4 a 10 mg/mL dos polímeros.  
 
3.1.6 Determinação do Potencial zeta 
 
 
As medidas de potencial zeta foram efetuadasno equipamentoZetasizer 
Nano ZS (MalvernInstruments) (Instituto Cérebro-Hospital Israelita Albert Einstein), 
com auxílio do prof. Dr. Lionel Gamarra. As soluções de alginato e quitosana foram 
preparadas em concentrações de 1 mg/mL, nos valores definidos de pH. Foi 
utilizada cubeta DTS 1060C em temperatura de 25ºC. As amostras foram 
estabilizadas dentro do equipamento durante 30 segundos e foram efetuadas 100 
médias do valor obtido do potencial- ζ. 
 
 




3.2.1 Celulose Bacteriana 
 
 
As membranas de celulose bacteriana foram cedidas pela empresa Bionext® 




experimentos, constituída de lavagem em três banhos sequenciais de água ultrapura 
por 2 horas cada, seguida de secagem em estufa a 40ºC.   
 
3.2.2 Modificação Química da Membrana de Celulose Bacteriana 
 
 
A membrana de celulose bacteriana (150 mg) foi imersa em solução aquosa 
de 300 mL contendo o reagente TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) (6,6 
mg), brometo de sódio (34,5 mg) e hipoclorito de sódio (3,2 mL em solução 12%). A 
reação foi conduzida a 4ºC sob agitação e adição de hidróxido de sódio 0,05 mol/L a 
fim de manter o pH em 10(SAITO; ISOGAI (2004). Após a estabilização do pH, a 
amostra foi lavada em etanol 99% e tratado com borohidreto de sódio (100 mg/mL) 
durante 24 horas, e então com água ultrapura por 24h e seca em estufa 40ºC 
durante 48h(JO et al., 2009). 
 
3.2.3 Análises por Espectroscopia de Infravermelho (ATR-FTIR) 
 
 
As membranas de celulose nativa e submetidas ao processo de 
oxidaçãoforam caracterizadas por análise de espectroscopia de infravermelho, 
realizadas em espectrômetroBrukerVertex 70 equipado com um acessório de 
refletância total atenuada (ATR). Todos os espectros foram obtidos pela acumulação 
de 16 varreduras com resolução de 4 cm-1em uma faixa de varredura de 
comprimento de onda de 600 a 4000 cm-1. As análises foram efetuadas no centro de 
equivalência biofarmacêutica (CEB) no departamento de farmácia da UFPR.  
 
3.2.4 Espectroscopia Fotoeletrônica por raios X (XPS) 
 
 
As análises de XPS foram efetuadas em espectrofotômetro de fotoelétrons 
ESCA 3000 V.G. Microtech equipado com fonte de radiação Al kα, no Departamento 
de Física da UFPR, com a colaboração e orientação do Prof. Dr. WidoSchreiner. Os 
espectros foram obtidos com ângulo de 45º, através de analisador de energia 




se o software XI SDP32 do equipamento. O processo de deconvolução usado para o 
C1s foi feito usando os elementos fornecidos pelo software. 
 
3.2.5 Microscopia de Força Atômica (AFM) 
 
 
A imagem topográfica dos filmes revestidos foi efetuada através de 
microscopia de força atômica com aparelho Agilent5500 ScanningProbeMicroscope 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e software de imagens Pico view 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). As imagens foram obtidas pelo modo 
não-contatocom pontas de silício Vistaprobes® (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, EUA) (constante de mola de 48 N/m e frequência de ressonância de ~180 KHz) 
e resolução de 4.0  µm × 4.0 µm. O tratamento de dados foi conduzido com o 
software Gwyddion (CzechMetrologyInstitute).  
 
 
3.3 FILMES ULTRAFINOS DE CELULOSE E DESENVOLVIMENTO DE 
MODELO DE CELULOSE OXIDADA 
 
 
A fim de se determinar o grau de interação entre os polímeros alginato e 
quitosana para com superfícies de celulose nativa e oxidada, modelos ultrafinos 
foram empregados, viabilizando análises de QCM e elipsometria.  
 
3.3.1 Modelo de Celulose 
 
 
O modelo de celulose utilizado foi a trimetilsililcellulose (TMSC) (SCHAUB et 
al., 1993; TAMMELIN et al., 2006). Seu preparo foi efetuado como descrito por 
(KONTTURI; THUNE; NIEMANTSVERDRIET, 2003b).As membranas de celulose 
bacteriana (0,5 g) foram moídas (MasukoSangyo MKCA6-2), liofilizadas e 
dissolvidas em dimetilacetamida e cloreto de lítio (0,4%) a 120ºC por 1 hora com 
agitação constante em um banho de óleo (LIMA et al., 2011). Após a completa 




adicionados a 80ºC sob atmosfera de nitrogênio durante 1 hora. O meio foi resfriado 
e a solução foi filtrada (0,45 µm Millipore), dissolvida em clorofórmio e precipitada 
em metanol. Após nova etapa de filtração, o produto foi lavado com metanol e seco 
em estufa a vácuo a 40ºC. A TMSC foi dissolvida em tolueno (10 mg/mL) e 
depositada em cristais de quartzo revestidos com ouro ou em placas de silício 
através da metodologia de “spin-coating”, a 3000 RPM por 1 minuto (KONTTURI; 
THUNE; NIEMANTSVERDRIET, 2003b; MOHAN et al., 2011),e subsequentemente 
convertida em celulose com exposição ao vapor de ácido clorídrico 3 mol/L durante 
12 minutos (SCHAUB et al., 1993)(MOHAN et al., 2012a).  
 
3.3.2 Microbalança de Cristal de Quartzo (QCM) 
 
 
Análises de QCM (QCM200, Stanford Research Systems) avaliaram o 
processo de oxidação da celulose com o reagente TEMPO e a interação das 
interfaces nativa e modificada com os polímeros quitosana e alginato.  
 




Os sensores de cristal de quartzo recobertos com ouro para QCM(QCM25, 
Stanford Research Systems) com frequência oscilatória de 5 MHz, foram revestidos 
com filmes de celulose bacteriana trimetilsililada (TMSC) pela técnica de “spin-
coating”, 2000 RPM durante 1 minuto, que promove a evaporação completa do 
solvente. Após os sensores foram expostos aos vapores de HCl 3mol/L durante 12 
minutos. Em seguida, os sensores foram posicionados no suporte do aparelho de 
QCM. Previamente, foi efetuada uma etapa de hidratação com água ultrapura a 4ºC 
durante 1 hora. Em seguida, o sensor contendo a celulose depositada foi imerso em 
solução oxidante contendo o reagente TEMPO durante 4 horas nas mesmas 
condições descritas no item 3.2.2. A fim de se avaliar o tempo de oxidação, 
experimentos com curto tempo reacional (5 minutos) também foram avaliadas por 
QCM. Os experimentos foram realizados em triplicata. As duas superfícies oxidadas 




infravermelho (item 3.2.3), XPS (item 3.2.4) e microscopia de força atômica (item 
3.2.5) como descritos em seus respectivos itens. 
 
3.3.2.2 Deposição de polímeros pelo método de Layer-by-Layer (LbL) sobre as 
superfícies nativa e oxidada 
 
 
A interação polimérica com superfícies modificada e não modificada também 
foi avaliada por QCM.  Com auxílio de uma célula de fluxo (SRS200) conectada a 
uma seringa e bomba com fluxo de 100 µL/mL, os polímeros quitosana (1 mg/mL, 
pH 4,5) e alginato (1 mg/mL, pH 8) foram injetados de maneira alternada por 2 
minutos seguido da etapa de lavagem durante 5 minutos. Todos os dados 





Os ensaios de elipsometria foram realizados no laboratório IQ/USP-SP com 
colaboração da profa. Dra. Denise F.S. Petri. As medidas foram realizadas em ar 
usando um elipsômetro DRE-EL02 (Ratzeburg, Alemanha) equipado com um laser 
He-Ne (λ=632,8 nm), com um ângulo de incidência ajustado em 70°. Para 
interpretação dos resultados, um modelo de multicamadas composto do substrato, 
da camada desconhecida, e do meio circundante foi utilizado. A espessura (dx) e o 
índice de refração (nx) para a camada desconhecida foram calculados a partir dos 
ângulos elipsométricos, Δ e ψ, usando a equação elipsométrica fundamental 





f η, d , λ, (eq. 2) 
 
Onde, Rp eRs são os coeficientes globais de reflexão para as ondas 
paralelas e perpendiculares. Eles são função do ângulo de incidência (), o 
comprimento de onda (λ) da radiação e o índice de refração (nx) e espessura de 




A partir dos ângulos elipsométricos Δ e ψ, o modelo de multicamadas 
composto pelo silício, dióxido de silício, camada de polissacarídeo e o ar, é possível 
determinar a espessura da camada de polissacarídeo. A espessura da camada de 
dióxido de silício foi determinada em ar, assumindo um índice de refração de 3,88-
0,018i (PALIK, 1985). O índice de refração do meio circundante (ar) foi tomado como 
1,00. Devido à camada de dióxido de silício ser muito fina, o índice de refração 
tomado foi de 1,462 (PALIK, 1985) para o cálculo da espessura. A média da 
espessura do dióxido de silício foi de 2,0 + 0,2 nm. Após determinar a espessura da 
camada de dióxido de silício, a média da espessura das camadas adsorvidas de 
quitosana e alginato (1 mg/mL) foi determinada em ar através das medidas de 
elipsometria, considerando para esses cálculos os índices de refração da quitosana 
(1,59) (LIGLER et al., 2001), alginato (1,50) (CATHELL; SCHAUER, 2007) e celulose 
(1,56) (ERIKSSON et al., 2005). O processo de deposição por camadas consistiu na 
imersão das amostras modificada (4 horas) e não modificada em cada solução por 
10 minutos, com uma etapa intercalada de lavagem com água por 5 minutos, e 
secagem com nitrogênio. Todos os resultados são expressos como um valor médio 
de ao menos 9 mensurações.  
 
3.3.4 Ângulo de Contato 
 
 
Análises de ângulo de contato para as superfícies nativa e oxidada 
depositadas sobre placas de silício foram efetuadas em tensiômetro (DataPhysics 
OCA 15plus tensiometer, Filderstadt, Alemanha) pelo método da gota séssil com 3 
líquidos: água ultrapura (MilliQ system), diiodometano (>99,5%) (Sigma-Aldrich) e 
glicerol (Sigma-Aldrich). Os experimentos foram conduzidos a 25ºC com uma seringa 
Hamilton de 500 µL(Bonaduz, Suiça) e o cálculo do ângulo de contato foi efetuado 
pelo software SCA 20 DataPhysics (San Jose, CA, EUA). A energia livre de 
superfície (ELS) foi calculada de acordo com a aproximação ácido-base, segundo a 
teoria de van Oss, Chaudhury e Good(VANOSS; CHAUDHURY; GOOD, 1987), que 
separa a ELS total ( ) em componentes dispersivos- interações de Lifshitz-van 
der Waals ( ) - e polares- interações ácido ( ) e base ( ) de Lewis (Equação 3). 
Os valores da tensão superficial dos líquidos utilizados e seus componentes estão 




TABELA 1(JANCZUK; BIALOPIOTROWICZ; ZDZIENNICKA, 1999). 
 
 (1 + cos θ)  = 2 ( +  + ) (eq. 3) 
 
Onde θ é o ângulo de contato,  é a tensão superficial total do líquido, 
  são os componentes de Lifshitz-van der Waalsdo líquido e do sólido, 
respectivamente. As contribuições dos componentes ácido-base de Lewis  
e  do líquido e da fase sólida estão indicadas pelos subscritos. 
TABELA 1–VALORES DA TENSÃO SUPERFICIAL DOS LÍQUIDOS EM ESTUDO ( ) E SEUS 
RESPECTIVOS COMPONENTES: LIFSHITZ-VAN DER WAALS ( ), ÁCIDO-BASE ( ) E 
ELETROM DOADOR ( ) E ACEITADOR ( ). 
 










Água 21,8 25,5 25,5 51,0 72,8 
Glicerol 34,0 3,93 57,4 61,3 64,0 
Diiodometano 50,8 0,72 0 0 50,8 
FONTE: BIALOPIOTROWICZ; JANCZUK (2001) 
 
 




3.4.1 Métodos de deposição de camadas 
 
 
As membranas de celulose modificada foram revestidas com múltiplas 
camadas dos polieletrólitos alginato e quitosana através de duas metodologias 






3.4.1.1 Método de Imersão 
 
 
A realização da metodologia de deposição de camadas por imersão 
consistiu na submersão da membrana de celulose modificada em solução de 
quitosana 1 mg/mLem pH 4,5durante 20 minutos, seguida de uma etapa de lavagem 
em água ultrapura por 10minutos. Em sequência, a membrana foisubmetida a 
solução de alginato1 mg/mL,pH 8 por 20 minutos seguida de nova etapa de 
lavagem. O processo foi repetido na mesma sequência por mais duas vezes. 
 
3.4.1.2 Método de Nebulização por Spray 
 
 
A técnica de spray foirealizada com auxílio de nebulizador de ar sem gás 
(AIR-BOY, Canyoncorp.). Inicialmente, a soluções de quitosana 1mg/mL, pH 4,5,foi 
aplicada sobre a membrana de celulose modificada durante 2 segundos, seguido de 
secagem por 2 segundos. Em sequência, foi aplicado um jato de spray com água de 
lavagem durante 3 segundos, e secagem durante 10 segundos. Finalmente, a 
solução de alginato 1 mg/mL, pH 8 foi aplicada. O processo foi repetido por duas 
etapas (DENG et al., 2010; HONG; PARK, 2011 ). 
 
3.4.1.3 Microscopia Confocal de Fluorescência 
 
 
A interação dos polímeros com a membrana de celulose modificada foi 
avaliada através de sondas fluorescentes. Para tal, a quitosana foi conjugada com 
isotiocianato de rodamina B (RITC) (Sigma-Aldrich) como descrito por(MA et al., 
2008). Para tal, em uma solução de quitosana na concentração de 1 mg/mL 
dissolvida em ácido acético 0,5 mol/L, foi adicionado metanol (proporção de 1:1) e a 
solução permaneceu sob intensa agitação durante 3 horas. Em seguida, adicionou-
se RITC (2 mg/mL dissolvido em metanol) e o meio permaneceu em agitação à 
temperatura ambiente por 18 horas em campo escuro. Ao fim do processo, a 
solução foi precipitada com NaOH 10 mol/L e lavada extensivamente com água ultra 




submetida à centrifugação a 10,000G, 25°C,com tubo Amicon comcutoffde 3kDa 
(Millipore), e após, liofilizada.  
A membrana modificada foi imersa em solução de quitosana conjugada com 
RITC (1 mg/mL, pH 4,5) durante 10 minutos e lavada em água ultra pura por 10 
minutos. As amostras foram imersas em glicerol para visualização, minimizando o 
contato com o ar. 
As análises de microscopia Confocal de Fluorescência foram efetuadas no 
Instituto Carlos Chagas (ICC-Curitiba) e contaram com o auxílio do Mestre Axel 
Cofré.Foi utilizado um microscópio Leica SP5 com objetiva de 63X, sob imersão. As 
imagens foram obtidas com velocidade de escaneamento de 70 Hz. Os grupos 
isotiocianato de rodamina foram detectados com laser de argônio (potência de 25%) 
a 520 nm.  
 
3.4.2 Ensaio de toxicidade 
 
 
Os ensaios de toxicidade, em colaboração com a professora Dra. Lucy Ono, 
do Departamento de Patologia da UFPR, foram avaliados através do método de 
difusão em ágar (ZANGE; KISSEL, 1997)que identificaa perda da internalização 
corante vital vermelho neutro pelas células não viáveis. Foram utilizadas células 
L929 de tecido conjuntivo de camundongos (Banco de células do Rio de Janeiro), 
cultivadas em placas de seis poços a densidade de 4x105 células/poço com meio 
DMEMsuplementado com soro bovino fetal (SFB) 10%, enrofloxacina (10 mg/mL), 
penicilina G (100.000UI/L) e anfotericina B (1,25 mg/L), a 37ºC e 5% CO2. Após a 
confluência da monocamada células, o meio de cultivo foi substituído por um meio 
de manutenção (DMEM com 5% SFB, 0,9% Bacto Agar e 0,005% vermelho neutro), 
aplicado sobre as monocamadas a 40ºC.  
As amostras (membrana nativa, oxidada e membranas revestidas com a 
última camada composta de quitosana e alginato), controle negativo (papel de 
cromatografia) e controle positivo (látex) com 8 mm de diâmetro foram esterilizadas 
por exposição durante 30 minutos à radiação ultravioleta. Após a solidificação do 
meio, as amostras e controles foram depositados sobre o meio de manutenção, 




A toxicidade foi determinada através da mensuração de halos claros, sem 
coloração vermelha, constituída por células mortas que perderam o corante. Para a 
interpretação dos resultados, as médias finais das medidas obtidas para cada 
amostra foram aplicadas à tabela de grau de citotoxicidade (TABELA 2), de acordo 
com o procedimento padronizado pela FIOCRUZ.  
 
TABELA 2 - CRITÉRIOS PARA CARACTERIZAÇÃO DO GRAU DE CITOTOXICIDADE EM 
ENSAIOS DE DIFUSÃO EM ÁGAR 
Grau Citotoxicidade Zona de citotoxicidade 
0 Ausência Ausência de descoramento sob a amostra 
1 Leve Descoramento limitado à área sob a amostra 
2 Branda Descoramento a parir da amostra até 0,5 cm 
3 Moderada Descoramento a parir da amostra entre 0,5 e 1,0 cm 
4 Severa Descoramento > 1,0 cm/sem envolver a placa inteira 
Fonte: (POP/FIOCRUZ, 65.3330.010) 
 
3.4.3 Incorporação e cinética de liberação da proteína EGF 
 
 
O EGF (Caregen) adquirido para ser utilizado neste trabalho foi submetido a 
uma etapa de purificação com centrifugaçãoa 10.000 g por 20 minutos, a 25ºC, com 
5 etapas de lavagem por água ultrapura, em tubo Amicon comcutoffde 3 kDa 
(Millipore), inferior ao tamanho do EGF de 6 kDa. A quantificação de EGF, após 
purificação, foi feita por CLAE pelo método descrito anteriormente em equivalente à 
albumina (Sigma-Aldrich). A proteína foi posteriormente diluída para a concentração 
de 5 µg/mL em tampão fosfato 0,1 mol/L com 200 ppm de azida sódica, pH de 4,75. 
As membranas de celulose bacteriana modificadas foram cortadas em 
formato circular, com diâmetro de 1,5 cm, apresentando uma massa aproximada de 
30 ± 0,2mg. Estas, foram incubadas com o EGF (5µg/mL) durante 24horas a 25ºC 
em meio com 4 mL da solução protéica. Em seguida, foram secas em estufa a 35ºC 
durante 4 horas. As amostras foram segregadas em três diferentes grupos: controle, 
revestidas por spray e revestidas por imersão em soluções de quitosana e alginato 
(como descrito no item 3.4.1.1 e 3.4.1.2). O processo de revestimento compreendeu 
apenas uma camada de cada polímero, após o qual as membranas foram secas em 
estufa a 35ºC por 2 horas. A interação entre o EGF e a membrana de celulose 




(item 4.4.1.3). Para tal, a proteína foi conjugada com o grupamento fluorescente 
isotiocianato de fluoresceína (FITC),seguindo as metodologias descritas por 
CARRAWAY; KOLAND; CERIONE (1990) e CLAYTON et al. (2005). No processo de 
derivatização, o EGF (5 µg/mL) foi incubado com o FITC (250 µg/mL em metanol) 
durante 2 horas em campo escuro. Em seguida, a proteína conjugada foi separada 
dos grupamentos FITC através de centrifugação em tubo Amicon comcutoffde 3kDa 
(Millipore).  
O ensaio de liberação do fármaco incorporado foi efetuadoa 35ºC em 
tampão fosfato 0,1 mol/L com 200ppm de azida sódica, volume de 2 mL, sob 
agitação magnética constante, e em pH 5,5 para mimetizar as condições do epitélio 
humano (DOGAN; GUMUSDERELIOGLU; AKSOZ, 2005). Nos intervalos de tempo 
avaliados,  alíquotas de 500 µL foram retidas do meio e, imediatamente, o mesmo 
volume retirado foi restituído com a solução tampão.  
A quantificação de fármaco incorporado e liberado foi efetuada por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em 
equipamentoShimadzuProminence LC-20AT/CBM-20A com detector  ultravioleta 
(UV) (Shimadzu SPD-20A) e coluna C18 (4,6 x 250 mm 5µm) (Symmetry®). A 
metodologia utilizada é descrita por (CLAYTON et al., 2005; YANG et al., 2005), e foi 
adaptada para isocrática, com fase móvel de acetonitrila (40%) em água, acidificada 
com ácido trifluoroacético (0,1%). A temperatura do forno foi de 40ºC, o fluxo 
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O perfil de eluição do alginato (Erro! Fonte de referência não encontrada.) 
indica uma baixa polidispersão, confirmada pela relação Mw/Mn de 1,4. Observa-se 
adicionalmente, além da eluição do polímero entre 7,5 e 10 mL (FIGURA 5-A), foi 
observado uma fração de baixa massa molar ou uma diferença de concentração 
entre eluente e solvente da amostra, no volume total da coluna em 12,5 mL 
(FIGURA 5-B), e detectada pelo índice de refração. Os valores obtidos de massa 
molar e viscosidade intrínseca (TABELA 3) estão de acordo com os dados descritos 
porBerth (1992) , assim como o coeficiente “a” de Mark-Houwink (0,683) que revela 
ser uma estrutura essencialmenterígida(SMIDSROD, 1970), porém ainda dentro dos 
limites de uma conformação ao acaso ou “randomcoil” de uma cadeia polimérica. 
TABELA 3– VALORES DE MASSA MOLAR, POLIDISPERSÃO, RAIO DE GIRO, RAIO 
HIDRODINÂMICO, VISCOSIDADE INTRÍNSECA E CONSTANTE DE MARK-HOUWINK PARA A 







3 (g/mol)  134,1 87,8 92,0 
Mw/Mn 1,6 1,2 1,4 
Viscosidade intrínseca (dL/g)  4,1 3,2 2,5 
Raio Hidrodinâmico (nm) 19,3 16,2 14,8 
Raio de giro (nm) 56,9 47,5 48,0 
Coeficiente “a” Mark-Houwink 0,729 0,774 0,683 
Recuperação (%) 89,7 95,8 37,5 
FONTE: O Autor, 2013 
 
A quitosana bruta (FIGURA 6- A) apresentou um perfil de eluição com 
grande distribuição de tamanho e alto valor de massa molar e raio de giro, como 
indicado na TABELA 3. Após sua extração, proveniente na maioria dos casos da 
carapaça de camarões, não há um processo de purificação prévia, gerando assim 
um polímero com inúmeros contaminantes e interferentes.  
Após o processo de purificação (FIGURA 6- B), contaminantes de alta e 
baixa massa molar foram retirados da solução, como demonstrado por uma menor 
polidispersão. Da mesma maneira, os valores de massa molar e raio de giro 
apresentaram uma diminuição em relação ao polímero em estado bruto. O valor do 
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4.1.2.2 Potencial zeta (ζ) 
 
 
A avaliação do potencial-ζ dos polímeros (TABELA 4) revelou que ambos 
apresentam cargas em seus planos de cisalhamento, para a temperatura e 
solventes utilizados. O alginato apresentou um valor de -58,3 mV em solução 
aquosa de pH 8, enquanto que a quitosana exibiu um potencial de +10,8 mV em 
solução 0,5 mol/L ácido acético pH 4,5. Assim, ambos apresentam cargas opostas, 
viabilizando interações de natureza eletrostática, como relatado porLawrie et al. 
(2007).  
 
TABELA 4–VALORESDO POTENCIAL- Ζ PARA OS POLÍMEROS ALGINATO E QUITOSANA EM 
ESTUDO 
Amostra pH Potencial- ζ (mV) 
Alginato (1mg/mL) 8,0 -58,3 ±17,7 
Quitosana (1mg/mL) 4,5 +10,8 ± 14,3 
FONTE: O Autor,2013 
 
 
4.1.2.3 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) 
 
 A caracterização dos polímeros foi efetuada por FTIR (Erro! Fonte de 
referência não encontrada.), revelando uma intensa banda em 3200 cm-1 para 
ambas as amostras, correspondente à presença de grupamentos OH. O alginato 
apresentou forte sinal em 1030 cm-1 devido ao estiramento assimétrico dos 
grupamentos C-O-C, além de duas bandas específicas em 1410 cm-1 e 1601 cm-1, 
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novo pico em 289,5 eV, correspondente à presença de grupamentos carboxílicos 
(JOHANSSON; CAMPBELL, 2004).  
Os resultados relativos às áreas da deconvolução para o Carbono (C1s) 
estão apresentados naTABELA 5. 
 
TABELA 5 - ÁREAS RELATIVAS DO ESPECTRO DE ALTA RESOLUÇÃO DE C1S DA CELULOSE 
(CB) E CB OXIDADA COM TEMPO 
Amostras Áreas Relativas (%) 
 C-C C-O O-C-O O-C=O 
CB 15,1 63,9 20,8 - 
CB oxidada 21,9 57,6 16 4,5 
FONTE: O Autor, 2013 
 
A área relativa dos picos deconvoluídos do espectro do carbono revelaram 
que a membrana exposta à reação de oxidação apresenta uma área de 4,5%, 
correspondente à energia de ligação de grupamentos carboxila presentes na 
superfície da amostra.  
Os resultados obtidos por XPS estão de acordo com o espectro de 
infravermelho, ambos revelando uma modificação na estrutura das membranas de 
celulose bacteriana expostas à reação com TEMPO. Dados semelhantes são 
descritos por Fras et al. (2005) em processos de oxidação de celulose, 
apresentando uma modificação superficial do material (variação de 3-6% de área 
relativa para o carbono), mas este autor também verificou que o processo de 
oxidação ocorre em maior intensidade nas camadas mais profundas da celulose 
através de ensaios de titulação potenciométrica.  
Portanto, as análises de XPS revelaram uma modificação superficial 
referente à presença de grupamento carboxílicos, comparável com dados presentes 
na literatura e, apesar disso, dados de outros autores mostram que a modificação 
ocorre em maior extensão nas camadas mais internas de celulose, de acordo com 
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exibindo um intenso sinal em 3500 cm-1, atribuído à presença de grupamentos 
hidroxila, e em 1051 cm-1, referente ao estiramento da ligação C-O-C do anel 
piranosídico (Lima, 2005). A modificação estrutural foi confirmada pela presença de 
uma banda em 1600 cm-1, correspondente à frequência de estiramento de 
grupamentos carboxílicos, devido ao processo de oxidação com TEMPO, em sua 
forma ionizada (COSERI et al., 2009; PEREZ; MONTANARI; VIGNON, 2003; SAITO 
et al., 2006).  
Assim como no caso das membranas, as superfícies foram tratadas com 
solução ácido clorídrico/etanol (1:9) durante 30 minutos e seu espectro revelou o 
aparecimento de uma banda em 1726 cm-1, relacionada ao estiramento de grupos 
carboxílicos em sua forma ácida (MAX; CHAPADOS, 2004), e uma diminuição na 
intensidade dos grupamentos carboxílicos ionizados.   
 
 
4.3.2 Análise de ângulo de contato e cálculo da energia livre superficial 
 
 
As análises de ângulo de contato evidenciaram alterações no 
comportamento das superfícies modificadas com TEMPO. O ângulo de contato da 
celulose foi de 31º, como descrito porErikssonet al. (2005)enquanto que a superfície 
oxidada apresentou um valor de 20º, indicando uma maior molhabilidade e, portanto, 
a formação de uma superfície mais polar e hidrofílica. Os valores de ângulo de 
contato com o solvente apolar diiodometano exibiram um aumento de 36º da 
celulose para 41º referente celulose oxidada, confirmando o caráter polar desta 
interface.  
 
TABELA 6 -  VALORES DE ÂNGULO DE CONTATO () E ENERGIA LIVRE DE SUPERFÍCIE ( ) 
SEGREGADAS EM COMPONENTES DISPERSIVOS DE LIFSHITZ-VAN DER WAALS ( ), E 
POLARES ÁCIDO ( ) E BASE ( ) DE LEWIS PARA AS AMOSTRA DE CELULOSE BACTERIANA 
(CB)  E A MEMBRANA OXIDADA (OCB). 
Amostras  (º) mJ/m2 
Água Diiodometano Glicerol     
CB 31,0± 2,1 36,2 ± 1,5 37,7±4,0 51,7±3,0 41,4±0,7 0,58±0,1 44,5±2,0 
OCB  20,3± 3,6 41,7 ± 1,6 20,9 ± 2,4 54,9±1,0 38,7±0,8 1,35±0,1 50,1±2,0 





A presença de grupamentos carboxílicos promoveu um aumento dos valores 
de energia livre de superfície (54,9 mJ/m2) e uma diminuição do componente de 
Lifshitz-van der Waals ( ) (38,7 mJ/m2) quando comparados com os filmes finos 
de celulose regenerada (TABELA 6). A superfície oxidada é predominantemente 
caracterizada pelo componente básico ( ), principalmente atribuído à presença de 
grupos carboxílicos (DE BARTOLO et al., 2002; ONTIVEROS-ORTEGA et al., 1998).  
O aumento do valor do componente aceitador de elétrons ( ) (1,35 mJ/m2) 
ocorreu devido à maior capacidade dos grupamentos carboxílicos em efetuar 
ligações de hidrogênio com a água. SegundoVanoss, Chaudhury e Good (1987), 
superfícies sólidas apresentam um caráter monopolar, embora uma pequena 
contribuição de  é invariavelmente um sinal de hidratação residual do 
material(KOSTLER; DELGADO; RIBITSCH, 2005). Portanto, a celulose oxidada é 
mais suscetível a interagir através de atrações eletrostáticas e ligações de 
hidrogênio com outras moléculas carregadas. 
 
 
4.3.3 Análises de Microbalança de Cristal de Quartzo (QCM) e Espectroscopia 
Fotoeletrônica de Raios-X (XPS) 
 
 
As análises de XPS e QCM avaliaram o processo de oxidação em dois 
distintos momentos da reação: um processo rápido, interrompido com etanol após 5 
minutos, e uma reação de 4 horas. Assim, foi possível avaliar a modificação química 
das superfícies, o conteúdo de grupos carboxílicos e alterações de frequência 
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A provável causa do desprendimento é explicada pela dissolução das 
camadas de celulose em concentrações diluídas de NaOH, como descrito por  
Kontturi et al. (2011) aliada à alta frequência oscilatória de 5 MHz do QCM. Portanto, 
a repulsão entre as superfícies monopolares (majoritariamente elétron doadoras) e 
com mesmo sinal de polaridade em água, parece consistir na causa fundamental da 
separação de fase polimérica, relacionado principalmente ao componente básico de 
Lewis ( ) para a superfície de celulose bacteriana oxidada. SegundoBuchholz et al. 
(1997) filmes finos de celulose exibem baixa acessibilidade dos grupamentos 
hidroxila devido ao maior grau de ordenamento estrutural, assim, os resultados 
obtidos encontram-se de acordo com esta discussão: como aumento do tempo de 
oxidação, uma maior proporção de hidroxilas do carbono 6 da celulose sofrerão 
conversão, apesar da perda de massa gerada pelo prolongamento do tempo 
reacional.  
A reação que sofreu rápida interrupção (FIGURA 18-B) (-650 Hz após 5 
minutos) não apresentou desprendimento de material, revelando que camadas de 
celulose modificadas e não modificadas podem suportar condições alcalinas por um 
pequeno espaço de tempo. Por outro lado, o aumento do valor da frequência em 
função do tempo de reação para o processo de 4 horas (-213 Hz após 4 horas) 
também pode ser explicado pela presença de grupamentos carboxilato (-COO-Na+) 
nas amostras que sofreram oxidação, rendendo-lhes maior solubilidade no meio 
reacional(WU et al., 2012).  
Análises de infravermelho sobre estruturas amorfas de celulose (KONDO; 
SAWATARI, 1996)revelam a formação de ligações de hidrogênio entre as cadeias 
pelo carbono 6, enquanto que os carbonos 2 e 3 estão predominantemente 
envolvidos em interações intermoleculares. Dessa maneira, a oxidação seletiva com 
TEMPO no carbono 6 promove uma diminuição dessas interações entre as cadeias 
do polissacarídeo, facilitando o seu deslocamento para o meio reacional, como 
verificado pelos valores aumentados da frequência nos estudos de QCM. Um 
comportamento similar foi descrito para superfícies de celulose oxidada 
(HNO3/H3PO4-NaNO2) depositadas por electrospinningobservados pela diminuição 
no índice de cristalinidade de amostras de celulose nativa comparadas com celulose 
oxidada, sugerindo o rompimento de diversas ligações de hidrogênio presentes na 




Apesar da perda de massa em maiores tempos de reação, um aumento da 
espessura foi observado em ensaios de elipsometria, com o material depositado 
sobre placas de silício: a celulose bacteriana regenerada apresentou 13,8±0,8 nm, 
de acordo com dados presentes na literatura (KONTTURI; THUNE; 
NIEMANTSVERDRIET, 2003b), enquanto que os filmes oxidados revelaram 
espessura de 16,2±2,0nm. O aumento da espessura do filme também está 
diretamente relacionado com a alta capacidade de reter água dos filmes oxidados 






A técnica de layer-by-layer (LbL) consiste na deposição alternada de 
polieletrólitos a fim de garantir o completo recobrimento de superfícies e permitir a 
formação de finas camadas com comportamento químico distinto do substrato 
(DECHER, 1997). A deposição por LbL é governada por interações eletrostáticas 
que dependem diretamente do grau de ionização, força iônica, densidade de carga e 
massa molar(DECHER, 1997)(MYLLYTIE; SALMI; LAINE, 2009). Estes parâmetros 
podem dar origem a diferentes estruturas e organizações, promovendo o controle da 
espessura do filme e massa adsorvida. A investigação da capacidade de interação 
das superfícies de celulose bacteriana nativa e oxidada foi efetuada através da 
técnica de LbL, utilizando a deposição de quitosana (pH 4,5/ +10,5mV) e alginato 
























































































































































































































Em pH 3, a quitosana está completamente protonada e exibe uma 
conformação rígida devido à grande repulsão eletrostática entre as cadeias 
(RINAUDO; MILAS; LEDUNG, 1993). Entretanto, com a alcalinização do pH, há uma 
perda deste grau de organização, e a molécula passa a apresentar uma 
conformação mais maleável à medida que a repulsão entre as cadeias 
polissacarídicas é diminuída (CHO et al., 2006; MORRIS et al., 2009). Assim, 
alteração na conformação da cadeia de quitosana pode explicar a maior espessura 
depositada sobre a celulose oxidada: a transição para uma estrutura menos rígida e 
mais flexível pode ter provocado a deposição de um filme menos compacto.  
Outra explicação para a camada mais espessa de quitosana é embasada na 
interação entre dois ácidos fracos, descrito porAlmodovaret al. (2011) em um 
sistema de multicamadas composta porquitosanae ácido hialurônico. Neste, há uma 
menor interação iônica entre os polímeros por se tratarem de ácidos fracos, 
formando uma estrutura mais frouxa e com grande retenção de água, assim gerando 
uma camada mais espessa. A mesma discussão pode ser aplicada para o caso da 
quitosana com a superfície de celulose bacteriana oxidada: há uma atração 
polimérica, de natureza eletrostática, mas que permite a hidratação entre si, criando 
uma camada levemente mais espessa do que no caso da celulose nativa. Em 
regimes diluídos, a celulose nativa interage com a quitosana através de ligações de 
hidrogênio de longo alcance segundoHolmberget al. (1997) e Pavinato, Caseli e 
Oliveira (2010), explicando o menor valor de espessura observado pela elipsometria.  
Os valores de ângulo de contato e de energia livre de superfície estão de 
acordo com os resultados de deposição, evidenciando que a superfície de celulose 
bacteriana oxidada é mais hidrofílica que a nativa e, assim, capaz de interagir mais 
com os polieletrólitos e formar ligações de hidrogênio com a água. Apesar do alto 
grau de inchamento da celulose oxidada, a grande quantidade de contra-íons 
positivos (Na+) gera uma significativa pressão osmótica e promove, 
consequentemente, maior adsorção de água (TIELROOIJ et al., 2010) e ganho em 
espessura.  
A formação de multicamadas sobre os filmes finos de celulose nativa e 
oxidada foi possível devido à interação eletrostática e ligações de hidrogênio entre 
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TABELA 8 - RMS (NM) OBTIDOS DAS IMAGENS DE AFM (4µMX 4µM) PARA TODAS AS 
AMOSTRAS ANALISADAS. 
 CB CB         (quit 
+ alg)2 
CB oxidada  CB oxidada 
(quit + alg)2 
RMS (nm) 2,5 ± 0,3 3,8 ±0,1 2,1 ± 0,1 3,4 ± 0,3 
Os valores são a média±desvio padrão em nanômetrosrelativo a 3 análises 
independentes para cada amostra. 
FONTE: O Autor, 2013 
 
As amostras que sofreram deposição por LbL com duas camadas de 
quitosana e alginato apresentaram maior variação de RMS, provavelmente devido à 
deposição polimérica e a presença de alguns agregados moleculares.  
 
 
4.4 REVESTIMENTO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA 




As condições de revestimento foram definidas com o auxílio de filmes 
ultrafinos modelos da CB nativa e oxidada, além da utilização de técnicas 
extremamente sensíveis como QCM e elipsometria. Assim, foi possível observar que 
a CB oxidada apresenta uma maior interação quanto à presença de quitosana e 
alginato, seguindo a mesma metodologia, a deposição dos biopolímeros foi efetuada 
sobre a membrana oxidada. 
 
 
4.4.1 Deposição dos polieletrólitos pela técnica de LbL 
 
 
Na FIGURA 22observa-se o espectro de infravermelho para o filme de 
celulose oxidada revestido com alginato e quitosana (a), e os polissacarídeos 


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Imagens dos meios de cultivo para (a) controle negativo, (b) controle positivo, (c) 
membrana nativa, (d) membrana modificada com TEMPO, (e) membrana 
modificada revestida com uma camada de quitosana, e (f) membrana modificada 
revestida com quitosana e alginato.  
FONTE: O Autor, 2013 
Revestimentos poliméricos com quitosana são amplamente utilizados em 
casos de queimaduras e ferimentos (JAYAKUMAR et al., 2011), de forma que 
diversos produtos industriais, como o Tegasorb® e Tegaderm® (3M) e Syvek-
Patch®(Marine Polymer) aplicam este biopolímero na composição destes materiais 
(BROWN; DAYA; WORLEY, 2009). O alginato também apresenta um longo histórico 
de aplicações biomédicas, sendo extensivamente relatado seu uso em biocurativos, 
com produtos como Kaltostat® (CV Laboratories) e Curasorb®(TycoHealtcare)com 
baixos valores de toxicidade nos modelos avaliados(OVINGTON, 2007).  
Há relatos em literatura de filmes compostos pelos dois polímeros que 
também já foram utilizados como revestimento de ferimentos, revelando baixa 
toxicidade in vitro frente a fibroblastos (viabilidade utilizando corante vital MTT) e in 
vivo em camundongos, descrito por Wang et al. (2002). Portanto a utilização destes 
biopolímeros decorre de uma ampla utilização, exibindo alta compatibilidade com 
sistemas biológicos.  
 
 








Os resultados de incorporação do EGF (Erro! Fonte de referência não 
encontrada. 26) revelaram que o processo de adsorção não varia a partir de 20 
horas de incubação da membrana com a proteína, permanecendo constante por até 
96 horas. A adsorção média foi 10,3±0,7% no tempo de 24 horas, que foi 
estabelecido como o período de adsorção padrão para as análises de cinética de 




Nas condições de adsorção, a interação eletrostática entre a proteína e a 
membrana oxidada é reduzida, já que a solução (pH 4,75) leva o EGF ao seu ponto 
isoelétrico segundo Taylor, Mitchell e Cohen (1972). A incorporação protéica está 
diretamente relacionada com a massa e área de superfície da amostra: no volume 
utilizado, de 4 mL de solução de EGF, as membranas (30,0±0,2mg/diâmetro; 1,5 cm) 
apresentam um baixo limite de adsorção. Apesar da pequena massa de membrana 
imersa na solução protéica, uma grande área de contato é formada com a 
hidratação das fibras de celulose, como discutido no item 5.4.2, e dessa forma, a 
aquisição de EGF é aumentada devido ao seu aprisionamento dentro daa rede 
fibrilar da membrana após o processo de secagem.  
Nas condições utilizadas para os ensaios de liberação, as amostras foram 
imersas na solução de EGF durante 24 horas, apresentando uma incorporação 
média de 386,3 ± 32,2 ngda proteína, com base em uma curva padrão de albumina 
(r= 0,999). O processo de revestimento polimérico acarretou em perdas da proteína 
presente na membrana: a mensuração de EGF nas soluções de quitosana revelou 
uma média de 50 ± 10ng, no caso da metodologia de LbL por imersão. É 
interessante ressaltar que, na etapa seguinte, de recobrimento com alginato, não foi 
observado perdas da proteína para o meio polimérico, sugerindo que a primeira 
camada de revestimento foi capaz de inibir a dissolução do EGF a partir da 
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TABELA 9 – VALORES DA CONSTANTE DE VELOCIDADE, % EGF MÁXIMO LIBERADO E R 
PARA AS AMOSTRAS SUBMETIDAS AO PROCESSO DE LIBERAÇÃO. 
Amostras Constante de velocidade (k) h-1* Máximo liberado (%) R 
Controle 10.766 88 0.971 
Spray 1.08 19 0.940 
Imersão 1.31 24 0.950 
*Considerando uma cinética de liberação de primeira ordem. 
FONTE: O Autor, 2013 
 
O perfil de liberação das amostras submetidas ao LbL sugere que o EGF 
difunde-se entre as camadas de celulose e dos biopolímeros quando comparado 
com o modelo de liberação controlada desenvolvido por Heller (1985), o qual 
considera uma quantidade maior de fármaco liberado para o meio em função do 
tempo, proporcional à degradação das camadas poliméricas. Ensaios de liberação 
realizados por Zhai, Chen e Schreyer (2013) envolvendo a incorporação de 
imunoglobulina G em microesferas de alginato revestidos com quitosana 
apresentaram resultados semelhantes, com menos de 25% do total protéico liberado 
no tempo correspondente a 30 horas.  
Os resultados de liberação revelaram que o revestimento efetuado por 
imersão gera o desprendimento de quantidades menores da proteína quando 
comparado ao grupo recoberto por imersão.Kolasinskaet al. (2009)comparam a 
formação de filmes finos através das duas metodologias, e verifica que o 
revestimento de nebulização por spray forma depósitos mais finos e irregulares 
frente ao recobrimento por imersão, embora com uma diferença menor do que 15% 
para ambos os parâmetro. Estes dados podem ser verificados nos ensaios de 
liberação do EGF, já que o percentual liberado é muito próximo para os grupos 
nebulizados por spray e imersos com os biopolímeros, com valor máximo liberado de 
19% e 24%, respectivamente. Portanto, além de ser uma metodologia de deposição 
extremamente veloz, a deposição polimérica por spray apresenta um perfil de 
liberação muito próximo ao grupo recoberto por imersão, um processo longo e que 
gera a perda excessiva de material, assim revelando-se como uma metodologia de 
grande potencial para a proteção e controle na cinética de liberação de 









A utilização de membranas de celulose bacteriana modificadas 
quimicamente como um novo sistema de liberação para fármacos foi obtida neste 
trabalho.  
A alteração estrutural por carboxilação com reagente TEMPO foi confirmada 
e caracterizada com o auxílio de filmes ultrafinos, assim como a sua habilidade em 
interagir com os polieletrólitos quitosana e alginato. Verificou-se que os filmes finos 
de celuloseoxidados apresentam uma superfície mais hidrofílica e com maior 
capacidade de adsorção frente à quitosana, permitindo a formação de camadas 
poliméricas maiores e mais espessas, como revelado por análises de QCM e 
elipsometria.  
Após a definição das condições nos modelos ultrafinos, o revestimento foi 
efetuado sobre as membranas de celulose oxidadas, revelando significante 
deposição polimérica sobre as fibras de celulose, como exibido pelas imagens de 
microscopia confocal de fluorescência e força atômica.  
Ademais, as membranas nativa e oxidada, assim como as revestidas com 
quitosana e alginato não apresentaram toxicidade frente à células L929 de 
camundongos, o que lhes permite serem utilizadas com segurança em processos de 
cicatrização sobre a pele.  
Finalmente, ensaios de incorporação e liberação com a proteína EGF 
mostraram que a membrana modificada é capaz de adsorver o fármaco através de 
um processo dependente do tempo em condições controladas e, após o processo de 
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